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(57) Abstract 

A biomass for producing viruses/virus antigens is composed of cell aggregates having a diameter between 100 \im and 
1000 |ua. In suspension in a culture medium, the biomass disclosed has high metabolic activity and is inoculated with a virus. It 
makes possible the large scale production of pure viruses/virus antigens and is particularly useful for produdng FSME-viruses/ 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine Biomasse zur Produktion von A^rus/Virusantigen, welche aus Zellaggregaten mit einem Durch- 
messer zwischen 100 pm und 1000 \5xn besteht. Die erfindungsgemaSe Biomasse besitzt in Suspension im Kulturmedium eine ho- 
he metabolische Aktivitat und ist mit \^rus Lnfiziert Sie gestattet die gio^ecbnische Produktion von reinem Virus/Virusantigen 
und eignet sich insbesondere zur Produktion von FSME-Virus/Virusahtigen. 
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Blomass zur Produktion von Virus /Vlrusantiqen 

Die Erfindung betrifft eine Biomasse und eln Verfahren zur 
Produktion von Virus /Virusantigen. 

Verfahren zur Herstellung von Virus /Virus -Antigen sind 
bekannt. Ausgangsinaterialien sind hSufig sogenannte 
Primarzellkulturen, die aus menschlichen oder tierischen 
Geweben gewonnen werden. Diese Primarzellen werden mit Virus 
("Saatvirus") infiziert und durch die Virusvermehrung wird 
Virusantigen gebildet. 

Eine Methode zur Vermehrung beispielsweise des Friihsonuner- 
Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus) wird in der AT -B 
358,167 beschrieben: Hiihnerembryonalzellen werden in einem 
Zellkulturmedium suspendiert, mit dem Virus infiziert und 
als Biomasse zur Produktion von FSME-Virusantigen verwendet. 
Dazu wird die Biomasse unter aeroben Bedingungen bei einer 
Temperatur zwischen 25 und 38 *»C zwischen einem und fiinf 
Tagen in Suspension gehalten. Dann werden die Zellen und 
Zellbruchstiicke durch Zentrifugieren abgetrennt, die erhal- 
tene Virussuspension mittels Formalin Oder fl-Propiolacton 
inaktiviert und das Virusantigen durch Ultrafiltration 
konzentriert, gereinigt und in Oblicher Weise zu Vakzinen 
weiterverarbeitet . 

Bei ublichen PrMparationen von PrimMrzellkulturen wird 
besonders darauf Wert gelegt^ Einzelzellen Oder moglichst 
kleine ZellverbSnde zu erhalten. Um dies zu erreichen, raufl 
das Gewebe mSglichst stark mechanisch und enzymatisch 
zerkleinert werden. Die Behandlung fuhrt jedoch gleichzeitig 
auch zura Absterben vieler Zellen. Werden solche Zellprapara- 
tionen an der OberflSche geelgneter Tragermaterialien 
angesiedelt, bleiben tote Zell n im Oberstand und kSnnen 
entfemt werden. B i Verwendung solcher ZellprSparationen in 
Suspensionskulturen fflr die Herstellunig von FSME-Virusanti- 
gen gibt es jedoch keine MSgllchkeit, lebende Z lien von 
toten bzw. geschSdigten Zellen zu trennen. Die mit der Zeit 
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stattfindende Lyse der Zellen fuhrt in der Folge zu einer 
hohen Verunreinlgung an Zellproteinen Im Medium, die schwer 
von dem gewunschten Produkt abgetrennt werden konnen. 

Auch die Reproduzierbarkeit der 

Virus/Virusantigen-Herstellung ist bei Verwendung von 
Einzelzellen oder kleinen Zellaggregaten in Suspension 
gering, da es zu einer starken Zellschadignng z.B. durch 
Scherkrafte beim Riihren kommt. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, diese Nachteile zu 
beseitigen und somit eine Biomasse zur Produktion von 
Virus /Virusantigen zur Verfiigung zu stellen, welche bei 
Kultivierung eine hohe Produktionsleistung an 
Virus /Virusantigen entwikkelt, einfach zu handhaben ist und 
im grofltechnischen Maflstab zur Produktion von 
Virus /Virusantigen verwendet werden kann, wobei das 
Virus /Virusantigen aus dem Kulturmedium in hoher Reinheit 
gewonnen werden kann. 



Die erfindungsgemafle Biomasse, die den genannten Anforderun- 
gen entspricht, besteht aus Zellaggregaten mit einem Durch- 
messer zwischen lOO^im und lOOOjim, ist mit Virus infiziert. 

Die Zellaggregate der erfindungsgemMflen Biomasse kSnnen 
durch mechanische und enzymatische Behandlung menschlicher 
Oder tierischer Gewebe erhalten werden, wobei das auf 
mechanische Weise desintegrierte Gewebe zur weiteren Auf 16- 
sung der ZellverbSnde mit einer Protease wie Trypsin, 
Chymotrypsin oder Elastase bis zur gewunschten GrSfle der 
Zellaggregate welter zerkleinert werden kann. 

Die Zellaggregate der erf IndungsgemaBen Biomasse konnen aber 
auch aus menschlichen oder tierischen Einzelzellen erhalten 
werden, indem diese mit zellaggregierenden Substanzen, wie 
Agglutinin, behandelt werden. 
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Die Abtrennung von Zellaggregaten und Einzelzellen mlt elnem 
Durchmesser von groBer als lOOO/im bzw. klelner als 100 fm 
kann durch Sieben oder vorzugsweise durch Sedimentleren 
vorgenommen werden. Die Sedimentation ist im Verglelch zur 
Siebung einfacher durchzufiihren/ da Siebe mit einer Poren- 
gr3Be von 100}m sehr leicht verstopfen. Weiters kommt die 
Sedimentation ohne aufwendige und teure Separatoren aus und 
bietet auch Vorteile in steriltechnischer Hinsicht, Es hat 
sich gezeigt, daiJ die Zellaggregate mit einem Durchmesser 
zwischen lOOim und 1000/im mit einer Geschwindigkeit von 
grSBer als 1 cm/min sedimentleren, wahrend die kleineren 
Zellaggregate mit einer Geschwindigkeit von weniger als 1 
cm/min sedimentleren. Die Abtrennung der Partikel mit einer 
GroBe von kleiner als 1000 ^m kann einfach mit Sieben 
erfolgen, da hier die Gefahr einer Verstopfung gering ist. 

Eine bevorzugte Aus fiihrungs form der erf IndungsgemaBen 
Biomasse ist dadurch gekennzeichnet , daB sie in im Kulturme- 
dium suspendiertem Zustand eine hohe metabolische Aktivitat 
besitzen; gemessen am Glucoseverbrauch betrSgt die 
metabolische AktivltMt pro Stunde zwischen 3 und 5 mg 
Glucose pro Grarom Biomasse. 

Die zur Bereitung der erf IndungsgemaBen Biomasse verwendeten 
Zellaggregate besitzen weiters den Vorteil, dafi sie bereits 
bei einer Infektion mit einer relativ kleinen Menge an 
Saatvirus groBe Mengen an Virusantigen produzieren. Es hat 
sich gezeigt, daB zur Infektion von Zellaggregaten, die 
kleiner als lOO^on oder grSBer als 1000^ sind, wesentlich 
mehr Saatvirus verwendet werden muB, urn die gleiche Menge an 
Virus/Virusantigen zu produzieren. 

Die Virus /Virusantigenproduktion kann welter gesteigert 
werden, wenn die erf indungsgemMBe Biomasse bei einer 
Sauerstof fkonzentration von mlndestens 0,01 mmol/l, 
vorzugsweise von mlndestens 0,06 mmol/1 im Kulturmedium 
gehalten wird. 
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Es ist vorteilhaft, wenn das Kulturmedlum eine Konzentration 
an Zellaggregaten von mindestens lOmg Zellaggregate pro lal 



aufweist. 



Die erfindungsgemaBe Biomasse eignet sich besonders gut zur 
Produktion von Fruhsoinmer-Meningoenzephalitis-Virus(FSME- 
Virus)/Virusantigen, wenn sie aus Zellaggregaten von 
Vogelembryonalzellen, insbesondere von Hiilinerembryonalzellen 
besteht, wobei eine Virus/Virusantigen-Produktionsleistung 
welter erhSht wird, wenn im Kulturmedlum eine 
Sauerstoff "Transfer-Rate von groBer als 1,60 mmol 
02*1"^. h-i, vorzugsweise zwischen 1,65 und 2,40 mmol 
Oa.l-^.h-^, eingestellt wird. 

Die Sauerstoff-Transfer-Rate (oxygen transfer rate, OTR) , 
ausgedriickt in mmol Oa.l-^.h"^, ist bekanntlich ein MaB fur 
die Einbringung von Sauerstoff in die Zellkultur. Die 
Sauerstoff-Aufnahme-Rate (oxygen uptake rate, OUR) ist 
wiederum ein MaB fiir die metabolische Leistung einer Zelle 
allgemein und somit indirekt fiir die Virus/Virusantigen- 
syntheseleistung einer Zelle. 

Bei alien heute bekannten Methoden zur Produktion von 
FSME-Virusantigen ist die spezifische Produktionsleistung an 
Virus-Antigen beschrankt, da es bei Vorhandensein einer 
groBen Menge an infizierten Zellen im Kulturmedlum zu einem 
Absinken seines pH-Wertes und damit zu einer unerwiinschten 
Inaktivierung des Virustiters und ZerstSrung des Virusanti- 
gens kommen kann. 

Es wurde gefunden^ daB der pH-Wert einer solchen stark 
beliifteten Kultur nicht absinkt, und daB eine konstante und 
hohe Produktionsleistung an Virus/Virusantigen aufrecht 
erhalten werden kann, wenn in di Kulturfliissigkeit 
ausreichende Mengen an Sauerstoff z.B. durch Einriihren Oder 
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mittels statlscher und/od r dynamischer Gasverteiler elnge- 
tragen werden. 

Messungen haben ergeben, daii sich bel elner Kultur mit elner 
Zelldichte von 2 x 10"' Zellen pro Milliliter, die 
ausschlieBlich fiber ihre Oberflache mit der Sauerstoff- 
Atmosphare in Verbindung steht, die FSME-Produktion in 
groflerem MaBstab stark reduziert. Wird Sauerstoff hingegen 
aktiv in die Kultur eingetragen, so kann die Antigenausbeute 
stark gesteigert werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhaningsf orm des erf indungsgemaUen 
Verfahrens besteht darin, daJ3 eine Sauerstof f-Transf er-Rate 
von grSfier als 1,65 nunol Oa-l-^.h"^, vorzugsweise zwischen 
1,65 und 2,40 mmol Oa.l-=^.h-^, eingestellt wird, wobei die 
Feuchtzellmasse am besten maximal 30 g pro Liter Kulturme- 
dium betragt. 

Versuche haben ergeben, daii die FSME-Virus/Virusantigen- 
produktion der Konzentration an erf indungsgemaJJ verwendeten 
Zellaggregaten proportional ist. Das erf indungsgemSfie 
Verfahren ist auch bei einer Zellaggregatkonzentration von 
weniger als lOmg/ml ausfiihrbar. Im Gegensatz dazu wurde 
festgestellt, daJ3 im Falle der Kultivierung von inf izierten 
Einzelzellen eine Mindestkonzentration von lOmg/ml fiir eine 
Virus/Antigenproduktion unbedingt erforderlich ist. 

Die 2ur Infektion einer PrimSrzellkultur benotigten hohen 
Saatvirustiter werden ilblicherweise nur durch Vermehrung des 
Virus in Maushirn erreicht. Dadurch, daB Zellaggregate gemSB 
der Erfindung mit einer wesentlich geringeren Virusmenge 
infiziert werden konnen, kann das zur Infektion der 
Biomasse benotigte Saatvirus auch aus ZellkulturuberstSnden 
gewonnen werden. Dies verringert deutlich die MSglichkelt 
elner Kontamination mit Maushlmprot in. 
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Es hat Sich welters gezelgt, daB slch die erfindungsgemSBe 
Blomasse bestehend aus Zellaggregaten von Vogelembiyonalzel- 
len ebenso zur Produktion von Influenza-, Vaccinia- oder 
Avipox-Virusantigen elgnet. 

Mit den nachfolgenden Ausfuhrungsbeispielen wird die Erfin- 
dung noch nSher erlMutert. 

r 

Belspiel 1: Elnflufl der ZellaggregatgrSBe auf die 
Antigenausbeute 

SPF-{speciflc pathogen free)-Huhnereier wurden 12 Tage bei 
37«C bebriitet, mit einem SchliergerSt auf erfolgtes 
Embryowachstum gepriift, mit Alkohol desinfiziert und in 
exner Sterilbox geoffnet. Die Embryonen wurden entnoimnen, 
gewaschen und mit einer Schneidevorrichtung grob 
zerkleinert. Anschlieflend erfolgte eln enzymatischer Verdau 
des embryonalen Gewebes durch Zugabe von proteolytischen 
Enzymen {1 mg/Embryo) bei ST-C wahrend 20 Minuten. Aus 
dieser Gewebesuspension wurden Gewebestiicke > 1000 m fiber 
eln Sieb mit > 1000 m entsprechender Maschenwelte 
abgetrennt. Eine weltere Auftrennung dieser Zellaggregate 
konnte durch ein Sedimentationsverfahren errelcht werden, 
wobel als Trennkrlterium eine Sedlmentatlonsrate von i 1 
cm/mm. gewShlt wurde. Dazu wurde die Zellsuspension mit 
einer Fluflrate von 1 cm/min. von unten nach oben durch eln 
SedimentationsgefSB gepumpt. Einzelzellen bzw. kleine 
Zellaggregate blleben in Suspension, wihrend grSBere 
Zellverbande sich am Boden des GefSBes absetzten. 
Untersuchungen mlttels Sleben verschiedener PorengrSflen 
zeigten, daB die sich unter diesen Bedlngungen absetzenden 
Zellverbande eine GrSBenverteilung von < 1000 m, > 100 im 
aufwlesen. Die GrSBe der in Suspension verblelbenden 
Zellverbande war demnach < 100 jan. 



wo 91/09937 



PCr/AT91/O0Ofl3 



erta^tir "^""^ ^ ' Fraktlonen von Zellaggr gaten 

!• < 100 fm 

2. > 1000 ^ 

3. < 1000 *fln > 100 jum 

von dlesen Fraktlonen wurden Jewells glelche Blomasse-Kon- 
zentrationen (30 g pro Liter) in einem Kultumedium (Med 
199) suspendiert und mit FSME Virus (1 x 10' pfu pro mg 
Biomasse) infiziert. Die Virusvermehrung erfolgte bei 37-c 
wobei die zellen unter glelchma^igem Riihren in Suspension ' 
gehalten wurden. Nach vier Tagen wurde die gebildete 
Virusantigenmenge mittels ELISA bestimmt. 

Im Falle der Fraktion 1 (Zellaggregate kleiner als lOO^m) 
betrug die Virus /Virusantigenproduktion 4,9 ;.g/ml; Im Falle 
der Fraktion 2 (Zellaggregate grSfler als 1000^) betrug die 
Virus/Virusantigenproduktlon 4,7 ;.g/ml; im Falle der 
erfindungsgemSB verwendeten Fraktion betrug die 
Virus/Virusantigenproduktion 9,3 ;ig/ml. 

Beispiel 2 s EinfluJJ der Zellaggregatgr6fle auf die 

Verunreinigung mit CEC( chick embryo cell)- 
Protein 

Die im Beispiel 1 erhaltenen Kulturmedien der Fraktlonen 1 
und 3 wurden zwei Tage nach Beginn der Kultlvierung auf 
ihren Gehalt an CEC-Protein untersucht. Das Kulturmedium der 
Fraktion 1 enthlelt 1,80 mg CEC-Proteln/ml , wShrend Im 
Kulturmedium der Fraktion 3 lediglich 0,84 mg CEC-Protein/ml 
festgestellt wurden. 



Beispiel 3: ElnfluB der Menge an Saatvirus auf die 
Virus/Antlgenproduktlon 
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Es warden, wie In Beisplel 1 b schrieben, Blomassen mit 
ZellaggregatgrSflen der Fraktionen 1 und 3 kultivlert und die 
Virus /Antigenproduktlon bestlmmt, wobei pro Praktion vier 
verschieden hohe Mengen an Saatvirus (3,2.10* p£u, 1.10* 
pfu, 3,2.10* pfu und 1.10* pfu, jeweils pro mg Biomasse) zur 
Infektion verwendet warden. Die Ergebnisse sind aus der 
folgenden Tabelle 1 zu ersehen, woraus sich ergibt, dafl die 
erf indungsgemSfl verwendete Fraktion 3 bei gleicher Menge an 
Saatvirus eine wesentllch groBere Produktion an 
Virus /Virusantigen aufweist. 



Tabelle 1 



Menge an Saatvirus 

zur Infektion 

(pfu pro mg Biomasse) 

3,2 . 10* pfu 

1 . 10* pfu 

3,2 . 10* pfu 

1 . 10= pfu 



Virus /Virusantigenausbeute 
(pg/ml) 

Fraktion 1 Fraktion 3 



2,0 ;ig/ml 
3,2 ug/ml 
5,0 ug/ml 
5,0 ;ig/ml 



8,8 ;fg/ml 

10,3 ;ig/ml 

11,0 fig /vol 

11,0 |ig/ml 



Beispiel 4: EinfluB der Sauerstof fkonzentration auf die 
Antigenproduktlon 



GemSfl den in Beispiel 1 angegebenen Bedingungen wrde die 
erf indungsgemaBe Biomasse bei verschiedenen Sauerstoff- 
konzentrationen im Kulturmedlum kultivlert und die Menge an 
Virus/Virusantigen bestimmt. Die Ergebnisse sind in der 
nachfolgenden Tabelle 2 wiedergegeben, wobei die Ausbeute an 
Virus/Virusantigen unter einer Sauerstof fkonzentration von 
0,06 mmol/1 mit 100% gerechnet wurde. 

Tabelle 2 



Sauerstoffkonzentration 
0,06 mmol/1 
0,02 mmol/1 
0,004 mmol/1 
0 



Ausbeute an Virus/Virusantigen 
100% 
90% 
35% 
10% 
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Beispiel 5: Einflufi des Sauerstoff transfers auf die 
Virus / Antigenausbeute 

Es wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, Biomasse mit den 
Zellaggregaten der Fraktion 3 mit Virus infiziert, in 
verschieden groflen Kulturgefaflen kultiviert und mit Luft 
begast, um verschiedene OTR-Werte zu erhalten. Die 
Suspension wurde 4 Tage bei einer Tenperatur von 33*^0 - 
37'*C gehalten und die Virus /Antigenausbeute bestimmt. (Siehe 
Tabelle 3), 



KulturgefSB 



Arbeitsvolumen 



Tabelle 3 
OTR 



Virus/Antigen- 
ausbeute 



0,5 1 Spinner 
(Technespinner) 



0,1 
0,3 



2, 38 
0,795 



5,9 
0,97 



2 1 Spinner 

( Technespinner ) 



0,3 
1,0 



1,65 
0,49 



2,0 
0,32 



10 1 Ruhrflasche 
(Riihrerl^nge 5,5 cm, 
150 - 160 Upm) 



3,0 



0,41 



0,38 



50 1 Riihrflasche 
(Riihreriange 15 cm, 18 
80 - 90 Upm) 30 



1,10 
0,87 



0,97 
0,22 



Arbeitsvolumen: Liter, OTR: mmol 02.1"*#h~^, 

Virus/Antigenausbeute: jig/ml (bestimmt 
mittels ELISA). 



Aus den in Tabelle 3 angegeben n Erg^niss n kann abgeleitet 
werden, daJi bei einer OTR von grSBer als 2 Virus /Ant igen- 
ausb uten von etwa 6 jig/ml rzi Ibar sind. 
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Patentanspriiche : 

1- Biomasse zur Produktlon von Virus/Virusantigen, dadurch 
gekennzeichnet^ daB die Biomasse aus Zellaggregaten mit 
einem Durchmesser zwischen 100^ und lOOOMm besteht, welche 
Biomasse mit Virus infiziert ist. 

2. Biomasse nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zellaggregate durch mechanische und enzymatische Behandlung 
menschlicher oder tierischer Gewebe erhalten sind. 

3. Biomasse nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zellaggregate aus menschlichen oder tierischen Einzelzellen 
durch Behandeln mit zellaggregierenden Substanzen erhalten 
sind, 

4. Biomasse nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
metabolische Aktivitat der im Kulturmedium suspendierten 
Biomasse, gemessen am Glucoseverbrauch, pro Stunde zwischen 
3 und 5 mg Glucose pro Gramm Biomasse betragt. 

5. Verfahren zur Produktion von Virus/Virusantigen unter 
Verwendung einer Biomasse nach einem oder mehreren der 
Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es in einem 
Kulturmedium bei einer Sauerstof fkonzentration von 
mindestens 0^01 mmol/1, vorzugsweise von mindestens 0,06 
namol/l, durchgefiihrt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es 
in einem Kulturmedium durchgefiihrt wird, welches mindestens 
lOmg Zellaggregate pro ml aufweist. 

7. Verwendung einer Biomasse nach einem der Ansprflche 1 bis 
4, bestehend aus Zellaggregaten von Vogelembryonalzellen, 
Insbesonder von Hiihnerembryonalzellen, nach einem Verfahren 
gemSB Anspruch 6, zur Produktion von Friihsommer- 
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Menlngoenzephalitis-Virus (FSBIE-Virus ) /Virusantlgen. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , daii im 
Kulturmedium eine Sauerstof f-Transfer-Rate von grofler als 
1,60 mmol Oa.l"^.h-^, vorzugsweise zwischen 1,65 und 2,40 
mmol Oa.l"^.h-^, eingestellt wird. 

9* Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
bei einer Sauerstof f-Transfer-Rate von 1,65 nunol Oa.l-^.h-^ 
eine Biomasse von maximal 30 g pro Liter Kulturmedium 
eingestellt wird. 

10. Verwendung einer Biomasse nach einem der Anspriiche 1 bis 
4, bestehend aus Zellaggregaten von Vogelembryonalzellen, 
nach einem Verfahren der Anspriiche 6 Oder 7 zur Produktion 
von Influenza-, Vaccinia- oder Avipox-Virus/Virusantigen. 

11. Verwendung von Zellaggregaten mit einem Durchmesser 
zwischen lOO^nn und lOOO^im zur Herstellung einer Biomasse 
nach Anspruch 1. 
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